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@) COMPOSITION DE PREFERENCE SOLUTION ANTIOXYDANTE ET MEDICAMENTS EN FAISANT 
APPLICATION. 



§lJ L'invention concerne la pharmacotherapie des patho- 
logies liees aux troubles du m6tabolisme oxydatif de pro- 
duction/elimination de radicaux libres dans les organismes 
humains et anlmaux (stress oxydant). 

L'un des objectifs essentiel de l'invention est la mise au 
point d'une composition utile, en particulier, comme medica- 
ment pour le traitement des susdites pathologies oxydati- 
ves. Un autre objectif assigne a ce medicament est d'etre 
stable, peu toxique, simple a preparer et economique. 

Ces objectifs sont atteints par l'invention qui concerne 
une composition anti-oxydante therapeutique se presentant 
sous forme de solution aqueuse ou de lyophilisat et compre- 
nant du glutathion reduit, de la N-ac6tylcysteine, du sele- 
nium et du zinc, voire de la vitamine E et/ ou C. 

Application: traitement de pathologies oxydatives, telles 
que le choc septique, le syndrome de detresse respiratoire 
aigue, les polytraumatismes, I'ischemie/ reperfusion, les 
maladies auto-immunes, les brulures etendues, les mala- 
dies inflammatoires digestives, et les pancreatites aigues. 
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Le domaine de la presente invention est celui du traitement therapeutique 
et plus particulierement pharmaceutique des pathologies ou des dysfonctionnements 
lies au trouble du metabolisme oxydatif, dans les organismes humains ou animaux. 

En d'autres termes, on s'interesse dans le cadre du present expose a la 
5 pharmacotherapie des maladies dans lesquelles intervient un stress oxydant, lequel est 
au moins en partie lie a un desequilibre des mecanismes biochimiques de production et 
de regulation des radicaux libres et en particulier des radicaux libres oxygenes (RLO). 

La presente invention conceme une composition anti-oxydante per se. 
Cette composition peut se presenter sous forme solide ou liquide, de preference sous 
10 forme de solution ou suspension voire emulsion. L'invention vise egalement 
Tutilisation d'une telle composition en tant que medicament et/ou pour la preparation 
de medicaments actifs dans le traitement des pathologies oxydatives. 

A titre d'exemples de telles pathologies, on peut citer : 

- choc septique, septicemic, syndrome de detresse respiratoire aigiie 
15 (SDRA), 

- syndrome respiratoire inflammatoire systemique (SRIS) pouvant 
conduire au syndrome de multidefaillance viscerale (Multi-Organ- 
Failure : MOF). 

- polytraumatismes, 
20 - ischemie/reperfusion, 

- brulures etendues, 

- maladies inflammatoires digestives 

- pancreatite aigiie, 

- maladies auto-immunes telles que la sclerose en plaques, la 
25 polyarthrite rhumatoide, la maladie de parkinson, les cancers, le 

sida. 

La vie en aerobiose resulte de la capacite de certains organismes a utiliser 
de Toxygene moleculaire au sein de leur metabolisme biochimique. Cet oxygene 
moleculaire alors essentiel aux processus cellulaires respiratoires et energetiques, est 

30 paradoxalement implique dans la production d'especes chimiques hautement reactives, 
et potentiellement deleteres pour Torganisme. 

De nombreuses etudes experimentales ont en efFet montre que la vie en 
aerobiose s'accompagne d'une production continue de radicaux libres, principalement 
derives de Toxygene. La production de ces molecules exerce dans Torganisme un effet 

35 benefique lorsqu'il s'agit de detruire et d'eliminer des particules bacteriennes, virales, 
parasitaires ou des cellules indesirables. Ces derives radicalaires synthetises par les 
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cellules immunes activees (polynucleaires et monocytes/macrophages) participent 
ainsi a la premiere ligne de defense de I'organisme. 

Cependant, en exces, ces molecules presentent un danger pour Tintegrite 
cellulaire et a plus grande echelle pour Forganisme. Le maintien de la vie cellulaire est 
5 en fait un equilibre entre la production ineluctable de radicaux libres et leur 
neutralisation par des systemes endogenes de protection. Par consequent, lorsque la 
production de radicaux libres augmente et/ou lorsque les defenses antioxydantes 
endogenes diminuent, il survient de fapon systematique au sein de I'organisme des 
lesions plus ou moins graves. Ces molecules hautement reactives que sont les radicaux 

10 libres induisent des desordres structuraux au niveau des proteines, des acides 
nucleiques, des phospholipides et des polysaccharides. Dans ces conditions, certaines 
lesions irreversibles evoluent, ineluctablement vers une mort cellulaire par necrose ou 
apoptose. Les diverses lesions occasionnees donneront ainsi naissance a une 
pathologie associee a une surcharge oxydative communement appelee "stress 

15 oxydant". 

De nombreuses situations peuvent entrainer Tapparition d'un tel stress, 
notamment l'emballement des systemes phagocytaires dans un contexte inflammatoire, 
associe a une septicemie pouvant evoluer vers un etat de choc. L'implication des 
radicaux libres dans les processus deleteres lies a la septicemie et au choc septique est 
20 clairement etablie. En depit d'un arsenal antibiotique de plus en plus extensif, 
extension compensee par T emergence de germes multiresistants, la septicemie et son 
paroxysme : le choc septique, demeurent deux grands problemes actuels de sante 
publique. 

On rencontre egalement ce stress oxydant dans les SDRA, les SRIS, les 
25 polytraumatismes, les ischemies/reperfusions ou les maladies auto-immunes. 

Ce protagoniste essentiel du stress oxydant qu'est le radical libre, se 
definit comme un atome possedant sur son orbitale externe un electron non couple dit 
celibataire. Cet electron celibataire confere au radical libre une certaine instabilite. Un 
radical libre est done une espece chimique, neutre ou chargee, tres reactive, a duree 
30 de vie tres courte, qui cherche a prelever dans son environnement immediat un 
electron de fa?on a reconstituer un doublet stable. La molecule aux depens de laquelle 
Toperation s'eflfectue devient a son tour un radical libre, et ceci est le point de depart 
d ! une reaction en chalne. 

En biologie, il s*agit le plus souvent de formes dites activees de Toxygene, 
35 radicaux libres oxygenes (RLO) qui apparaissent essentiellement par gain unitaire 
d'electron, ou plus rarement par gain d'energie. 
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Le premier radical forme au contact de l'oxygene est V anion superoxyde 
0 2 *~. Ses voies de production sont essentiellement : 

- une reduction monovalente de 0 2 dans les mitochondries, 

- la voie de la xanthine oxydase (formation d'acide urique aux depens 
5 de l'hypoxanthine). Cette voie est particulierement importante dans 

Pendothelium des vaisseaux. 

(Ces deux premieres voies sont stimulees au cours des lesions de 
reperfiision), 

- Toxydation des catecholamines, 

10 - la stimulation de la NADPH oxydase des neutrophils. 

On peut ajouter que des RLO se forment au cours des reactions catalysees 
par la protaglandine synthetase et la lipoxygenase. 

Dans les mitochondries, par une reaction de dismutation. (20 2 *~ + 2H + — » 
HjC^ + Oj), r anion superoxyde est transforme en peroxyde d'hydrogene, molecule 

15 fortement oxydante. Le peroxyde d'hydrogene en presence de Fe* + (ou d'un autre 
metal de transition) est transforme par la reaction de Fenton en radical hydroxyle 
HO*, radical de loin le plus toxique (H^ + Fe 2 * -> OH* + OH* + Fe 3 *). Le Fe 2+ peut 
etre regenere en presence de 0 2 - a partir de Fe 3+ (Fe 3 * + 0 2 - -> 0 2 + Fe 2 *), ces deux 
dernieres reactions constituant le cycle Haber- Weiss. 

20 Le radical HO* est susceptible de degrader les macromolecules commes 

les phospholipides membranaires formant alors des radicaux lipidiques qui sont a leur 
tour extremement reactifs, d*ou propagation de la reaction radicalaire et destruction 
possible des membranes cellulaires. Le radical HO* attaque aussi 1' ADN, les proteines, 
les proteoglycans etc. 

25 Le NO* (oxyde d'azote) est un radical libre synthetise par les cellules 

endotheliales, les neurones et les macrophages. Au niveau des neurones, NO* assure 
un rQle de neurotransmetteur et de messager intracellulaire. Le NO* forni6 dans les 
cellules endotheliales a une action vasorelaxante et il regule la pression sanguine. Dans 
les macrophages, il a un role de defense contre des agents infectieux a multiplication 

30 cellulaire. 

Le peroxyde d'hydrogene (H^) et les autres hydroperoxydes ne sont 
pas des especes de radicaux libres vrais, mais ils constituent une classe importante de 
metabolites oxygenes reactifs potentiellement toxiques. 

Les radicaux libres peuvent attaquer n'importe quel composant 
35 biochimique de la cellule, mais les lipides, les proteines et les acides nucleiques sont 
des cibles particulierement importantes. Les constituants lipidiques des membranes 
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des organelles et des cellules sont les premieres structures rencontrees par ces especes 
hautement reactives. D s'ensuit qu'ils sont frequemment endommages par ces 
oxydants toxiques au cours d'un phenomene denomme peroxydation lipidique. Le 
resultat de cette peroxydation n'est pas seulement une alteration, voire une lyse des 
5 cellules mais egalement la generation de produits reactionnels, qui sont eux-aussi des 
oxydants toxiques capables de causer d'autres prejudices. 

Les radicaux libres jouent un role benefique dans la lutte contre les 
infections et contribuent activement a la destruction des bacteries et des parasites 
intracellulars. Les radicaux libres participent a la reaction inflammatoire et 

10 Tamplifient. En augmentant la permeabilite vasculaire, ils favorisent l'afflux de 
nouvelles cellules inflammatoires, jouant ainsi un role important dans les pathologies 
inflammatoires. La stimulation des neutrophils s'accompagne d*une acceleration de 
leur consommation d'oxygene ("choc respiratoire") avec activation d'une enzyme 
membranaire, la NADPH-oxydase, qui catalyse la reduction de Foxygene en anion 

15 superoxyde. Ce dernier produit dans le phagosome sera rapidement transforme en 
et OH*. 

Les oxydases contenues dans les peroxysomes sont a Torigine d f une 
production radicalaire par transformation de Toxygene moleculaire en anion 
superoxyde et en peroxyde d'hydrogene. 

20 Des radicaux hydroxyles sont produits au cours de la synthese des 

prostaglandines, au niveau de la transformation de Tacide arachidonique en 
endoperoxydes sous TefFet de la cyclooxygenase. Ces radicaux libres interviendraient 
secondairement sur la cascade de l'acide arachidonique en inhibant la voie de la 
cyclooxygenase et en privilegiant la voie pro-aggregante du thromboxane A^. 

25 L'organisme est dote de systemes de protection contre les radicaux libres, 

de fa?on a assurer Tequilibre garantissant le maintien des RLO a un niveau tel qu'ils 
n'exercent que leur role positif. 

II existe en premier lieu des enzymes specifiques qui contribuent a 
Pequilibre en RLO, a savoir : la SuperOxyde Dismutase (SOD), Glutathion 

30 peroxydase (GSH-Px), la catalase. 

La SOD est une enzyme cytoplasmique et mitochondriale dont le role est 
tfeliminer l'anion superoxyde en catalysant sa dismutation. H s'agit d*une metallo- 
proteine. Chez I'homme, on distingue deux varietes de SOD selon la nature du metal : 
Tune est dans le cytoplasme, son site actif contient du cuivre et du zinc, Tautre est 

35 mitochondriale et renferme du manganese. L'action de la SOD doit obligatoirement 
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etre couplee a celle des catalases / peroxydases pour eviter l'accumulation du 

peroxyde d'hydrogene. 

La GSH-Px catalyse la decomposition des radicaux peroxydes, 
hydroperoxydes et de l'eau oxygenee. Son fonctionnement consomme du glutathion 
reduit Localisee dans les mitochondries et le cytoplasme, il s'agit d'une seleno- 
enzyme, une deficience en selenium etant de ce fait a 1'origine de la lipoperoxydation. 

La catalase est une enzyme renfermant un atome de fer. Son role est de 
catalyser la dismutation du peroxyde d'hydrogene, en eau et en oxygene moleculaire. 

La limitation de la quantite de RLO est egalement obtenue par 
l'intermediaire de piegeurs de radicaux libres. Ce systeme de protection, 
complementaire du systeme de defense enzymatique, est a la fois cytosolique 
(glutathion, acide ascorbique) et membranaire (vitamine E, vitamine A). La 
caracteristique commune de ces composes est d'etre facilement oxydable. 

L'alpha-tocopherol (vitamine E), inclus a l'interieur des membranes 
cellulaires, s'oppose a la peroxydation des lipides membranaires. 

Le glutathion, la cysteine et 1'acide ascorbique, tous trois situes dans le 
compartiment hydrique de la ceUule, doivent leur role eliminate*- a une activite 
dismutatique. 

D existe enfin, a un degre moindre des systemes de protection extemes 
dans les divers liquides extracellulaires, les mecanismes de defense sont bien moins 
importants, expliquant la vulnerability de la membrane plasmique a une agression 
radicalaire d'origine extracellulaire. Cependant, des metallo-proteines senques, telles 
que la transferrine et la ceruloplasmine exercent une faible activite dismutatique. 

Les mecanismes defensifs precedemment decrits sont habituellement 
suffisants pour contenir la production de RLO et permettre un fonctionnement 
cellulaire normal. Cet equuibre oxydants/anti-oxydants peut toutefois etre rompu, sort 
du fait d'une surproduction radicalaire, soit d'un affaiblissement des moyens de 
defense. C'est alors que s'exprime la toxicite des radicaux libres, trois grandes cibles 
cellulaires sont visees, a savoir : les membranes, les proteines et les acides nucleiques. 

S'agissant des membranes, les radicaux libres initient la peroxidation 
lipidique qui porte atteinte a la disposition architecturale de la membrane, pouvant 
aller jusqu'a la lyse complete de la ceUule. Cette lipoperoxydation aboutit a la 
formation de produits de degradation tels que malondialdehyde (MDA), lipofuschine, 
ethane et pentane, composes dont le dosage permet d'evaluer 1'importance de 
I'atteinte. 
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S'agissant des proteines, ce sont essentiellement les proteines a 
groupement sulfhydryle (-SH) qui sont concernees. Parmi ces proteines soufrees, on 
compte de nombreuses enzymes cellulaires qui se trouvent de ce fait inactivees. 

S'agissant des acides nucleiques, les principales atteintes des radicaux 
libres se portent au niveau des chromosomes. Les sites radicalaires crees au sein de la 
molecule d'ADN entrainent des ruptures de brins et des mutations ponctueUes. Ces 
denaturations de 1'ADN ont des consequences sur la multiplication, la transmission ou 
la replication du message genetique, et done sur la synthese des proteines. 

Lorsqu'il existe un etat de choc secondaire a un acte chirurgical majeur, 
un polytraumatisme, un infarctus ou a une infection, Tactivation des polynucleaires 
s'accompagne d'une augmentation de leur consommation d'oxygene avec production 
accrue de l'anion superoxyde, du radical hydroxyle et du peroxyde d'hydrogene. II en 
resulte une peroxydation des membranes lipidiques. 

Les principaux tissus leses dans un tel processus sont les poumons, le.foie, 
le coeur, les reins et le tractus digestif. Si les defenses anti-oxydantes sont depassees, 
une veritable "cascade" de reactions s'installe, aboutissant a un auto-entretien du 
processus par les radicaux libres oxygenes, responsable du syndrome de defaillance 
multiviscerale et de la mort du patient. La Figure ci-dessous montre que le processus 
aboutissant au syndrome de defaillance multiviscerale et au deces. 
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Normalement, la production endogene de radicaux libres est 
contrebalancee par tous les systemes de defense, et Torganisme ne souflre pas. Cette 
production de formes activees de Toxygene peut meme etre benefique, pour lutter 
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contre les infections. Cependant, de nombreuses situations pathologiques peuvent 
entraTner Tapparition d'un exces de radicaux libres, done un desequilibre. 
Ces situations sont les suivantes : 



At! 



Pathologies chroniques 



Atherosclerose 
Cancer 
Emphyseme 
Cirrhose ethylique 
Diabete 
Cataracte 

Dystrophic musculaire 
Trisomie 21 
Maladie de Crohn 
Arthrose 

Maladie d 1 Alzheimer 
Maladie de Parkinson 
Vieillissement cellulaire 
Polyarthrite rhumatoide 



Pathologies aigues 



Ischemie-reperfusion 

Hyperoxygenation 

Brulures etendues 

Choc septique 

Inflammation 

Allergie 

Arthrite 

Irradiation 

Intoxication 

Pancreatite aigue 



Dans bon nombre de ces pathologies, le stress oxydant issu de V exces de 
radicaux libres, est intimement lie a une reaction inflammatoire. Cette derniere est 
classiquement une reponse que fournit Torganisme face a une infection. II importe que 
la reaction inflammatoire soit qualitativement et quantitativement adaptee a 
10 T infection. 

Dans certains cas, Tinflammation et Tinfection s'emballe parallelement et 
on peut ainsi evoluer d'une simple reaction d'inflammation locale devolution 
rapidement favorable, pour aboutir parfois a la defaillance multi-viscerale en passant 
par la reponse systemique a Tinfection. Le choc septique est un aspect particulier de 

15 1' infection grave ou predomine Thypotension, qui persiste malgre le remplissage 
vasculare adapte en d'autres termes le choc septique est une insuffisance circulatoire 
aigue d'origine infectieuse, mettant en jeu le pronostic vital. 

Avant d'en arriver a ce stade infectieux ultime on passe successivement 
par les stades infectieux suivants : 

20 1- Syndrome d' inflammation systemique aigue SIRS 

2 - Infection systemique (sepsis ou septisemie). 

3 - etat infectieux grave (septisemie severe). 

Cette reaction inflammatoire est un reseau particulierement complexe de 
phenomenes faisant intervenir de nombreux mediateurs tels que les cytokines ou les 
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prostaglandins ainsi que des cellules activees produisant lesdits mediateurs. Les 
interactions sont nombreuses et subtiles. Une meme cellule et un meme mediateur 
peuvent avoir a la fois des efiFets benefiques et des efFets toxiques rendant toute 
intervention therapeutique delicate. 
5 La cascade d'evenements qui conduit au choc septique et eventuellement 

au deces est declenchee par des substances portees par les germes, peptidoglycanes 
pour les germes Gram positif, et lipides A (Lipopolysaccharides ou LPS), pour les 
Gram negatif. Ces substances provoquent chez l'hote une reaction immunitaire qui 
met en jeu macrophages, leucocytes, cellules endothelials, cytokines (TNF, IFN en 
10 particulier), facteurs de coagulation, radicaux libres et un grand nombre de mediateurs 
de Pinflammation. 

Ces dernieres annees, plusieurs travaux ont mis en evidence une 
augmentation des radicaux libres oxygenes chez des patients en sepsis severe ou choc 
septique 

15 L f interaction avec un micro-organisme declenche Tactivation metabolique 

oxy dative des cellules phagocytaires, plus connue sous le nom "d'explosion 
respiratoire". II est aujourd'hui bien etabli que Tactivation metabolique oxydative 
comprend une succession de reactions oxydatives en chaine, prenant naissance dans la 
membrane plasrnique. EUe s'accompagne d ! une augmentation importante de la 

20 consommation d'oxygene et d'un accroissement considerable du catabolisme du 
glucose. Au terme de la reaction, sont liberes des anions superoxydes derives de la 
reduction monovalente de l'oxygene moleculaire. La reaction est catalysee par un 
complexe enzymatique membranaire, la NADPH-oxydase. 

De nombreuses molecules, dont les constituants membranaires des 

25 bacteries (en particulier les LPS) sont susceptibles d'activer la NADPH-oxydase des 
cellules phagocytaires. Outre une activite microbicide, les anions superoxydes liberes 
vont amplifier la reponse inflammatoire au site infectieux, en augmentant le 
chimiotactisme. Parallelement au processus radicalaire, il se produit une activation de 
diverses cellules immunes a 1'origine de Telaboration d'un reseau de communication 

30 inter-cellulaire par Tintermedaire des cytokines. Ainsi, les cytokines pro- 
inflammatoires liberees, IFN, IL1 et TNF, vont exercer un effet de "priming" sur les 
polynucleaires et les macrophages qui seront par voie de consequence plus reactifs 
aux stimuli, tels que le LPS et autres derives bacteriens. Cette reactivite se traduit par 
une augmentation de leur capacite a produire des anions superoxydes. En fait, dans un 

35 contexte inflammatoire majeur, la liberation amplifiee de cytokines pro-inflammatoires 
va participer egalement a la synthese de radicaux libres. Ces radicaux vont etre a 
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l'origine de lesions tissulaires majeures et conduire a plus ou moins breve echeance a 
une baisse de I'immunite cellulaire. 

En conclusion, la superposition de tous ces phenomenes qui viennent 
d'etre decrits, peuvent mettre en peril la vie de l'individu. 

5 Les etudes epidemiologiques recentes confirment la gravite clinique 

croissante de ces stades de la reaction inflammatoire en reponse a l'infection, avec une 
mortalite de 16 % pour le sepsis, 20 % pour le sepsis grave et de 46 % pour le choc 
septique. II ressort d'une etude francaise que I'incidence du sepsis grave et du choc 
septique est d'environ 40000 cas par an en France avec une mortalite de 56 %. Cette 

10 forte mortalite, persistante malgre les progres des traitements symptomatiques et de 
l'antibiotherapie qui restent cependant essentiels, explique pourquoi, ces dernieres 
annees, de nombreuses therapeutiques nouvelles visant a controler la reaction 
inflammatoire ont ete tentees chez l'homme. A ce jour, les essais therapeutiques ont 
tous ete des echecs, d'ou de grandes deceptions et de nombreuses interrogations. 

15 S'agissant precisement des therapeutiques, un article de H.J. SCHILLER 

et al dans critical care medecine, 1993 vol. 21, N°.2 S92-S102, fait une revue des 
therapies anti-oxydantes, plus particulierement en regard des dommages causes par les 
exces de radicaux libres en cas de reperfiision. 

Le premier axe therapeutique propose par l'art anterieur et repris dans cet 

20 article, est le blocage de la synthese des radicaux libres. Un tel blocage est exerce au 
travers de I'inhibition de la xanthine-oxydase active dans la synthese de radicaux 
superoxydes Of. Les inhibiteurs utilises sont par exemple l'allopurinol, l'oxypurinol, 
l'acide folique, la pterine-aldehyde, ou le tungstene. II est egalement proposer de 
bloquer la transformation de xanthine dehydrogenase en xanthine oxydase a l'aide de 

25 trypsine de soja. 

La deuxieme voie preconisee dans la therapie antioxydante est celle des 
piegeurs de radicaux libres, le piegeage pouvant etre du type enzymatique ou non 
enzymatique. 

C'est ainsi que Ton peut administrer de la SuperOxyde Dismutase exogene par voie 
30 parenteral ou par instillation locale. Cette administration de SOD peut se faire a 
l'aide de difFerents vecteurs tels que les PEG ou les liposomes. 

De la meme facon, il a ete propose d'avoir recours a des administrations 

de catalase exogene. 

II existe par ailleurs des produits mimetiques de la SOD tels que les 
35 complexes de cuivre, le desferal-Mn et les nitroxydes cycliques, qui agissent en tant 
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que piegeurs non enzymatiques de radicaux libres. Ces produits et plus 
particulierement les deux premiers ce sont averes relativement inefficaces. 

On citera egalement des piegeurs non enzymatiques tels que le manitol, 
Falbumine, le dimethylsulfoxyde toxique, la dimethylthiouree.... 
5 On relevera en outre dans cette voie therapeutique la technique de 

complexation des metaux de transition qui catalysent la formation des radicaux 
hydroxyles, comme par exemple la deferoxamine qui est un agent complexant du Fe +3 . 
Mais ce produit doit etre associe avec de Tamidon hydroxylethyle pour temperer 
autant que faire se peut sa toxicite. 
10 On a egalement essaye d' amplifier les defenses anti-oxydantes endogenes 

a Paide de produits tels que Poltipraz ou Pebselen. L'oltipraz est un dioltione qui 
promeut le stockage hepathique de glutathione et de glutathione reductase. L'ebselen 
est un compose organique comprenant du selenium et qui agit de la meme fa?on que 
la glutathione peroxydase. C'est-a-dire qu'il est capable de reduire le peroxyde 
15 d'hydrogene et des hydroperoxydes lipidiques, en presence de glutathione ou de N- 
acetylcysteine administree de maniere exogene. 

La troisieme voie connue pour contrarier la surproduction de radicaux 
libres consiste a bloquer le mecanisme d' amplification secondaire de cette production 
de FX, dont sont a ! 'engine les neutrophiles. Cela revient a supprimer Tactivite de 
20 Penzyme NADPH-oxydase ou a inhiber 1'adhesion des neutrophiles a Tendothelium, 
sachant que cette adhesion est le prealable indispensable a la catalyse de la synthese 
d' anions superoxydes par la NADPH-oxydase membranaire. 

Les caracteristiques communes a toutes ces propositions therapeutiques 
sont qu'elles reposent toutes sur 1'administration d'un seul agent pharmacologique et 
25 qu'elles sont toutes relativement inefficaces. 

Dans le cadre plus specifique du choc septique, d'autres cibles 
therapeutiques ont fait Pobjet d'une exploration. 

On a ainsi tout d'abord essaye de s'attaquer aux elements declencheurs de 
la cascade immunitaire qui fait intervenir des facteurs de reaction d 3 inflammation ainsi 
30 que des radicaux libres entre autres. Comme indique ci-dessus, certains de ces 
elements declencheurs sont des lipopolysaccharides LPS que Ton tente de neutraliser 
a l'aide d'anticorps (anti-LPS, anticorps anti-CD 14, anticorps anti-LBP et facteurs 
CD 14 solubles). 

Une autre cible envisagee anterieurement en therapeutique est formee par 
35 les mediateurs de V inflammation que sont les cytokines. Ces produits, qui stimulent 
indirectement la production de radicaux libres, sont bloques a Taide : 
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- d'anticorps anti-TNFa, 

- de recepteur solubles au TNFct, 

- d'anticorps anti-IL6, 

- d'lFNy, 

- d'lLlO, 

- d'anticorps anti-ELl. 

Les autres cibles therapeutiques visees furent, d'une part, le metabolisme 
inflammatoire que Ton tempere a l'aide de corticoides a dose elevee et, d'autre part, 
le radical libre monoxyde d'azote par inhibition de la NO-synthase. 

Ces quatre exemples de strategies therapeutiques essayees dans le 
traitement du choc septique sont donnes dans l'article de FOSTER et al « Clinical 
trials for the evaluation of sepsis therapies*. Yearbook of Intensive Care and 
Emergency Medecine. Ed. by JL Vincent 1997, p 49-60. 

Aucune de ces tentatives anterieures qui sont toutes elles-aussi des 
monotherapies, n'a donne de resultat satisfaisant en terme de diminution de la 
mortalite et/ou de reduction des lesions graves associees. De plus, les resultats 
obtenus, quel que soit le mecanisme considere sont soumis a contreverse. H n'y aurait 
en effet'pas de bonnes correlations entre les resultats obtenus et les principes actifs 
administres. Cette divergence resulte de la diversite des protocoles d' administration 
des molecules (moment de 1' administration), des criteres de choix de la population 
admise dans l'etude, et, lorsqu'il s'agit de modeles animaux, du choix du modele 
infectieux (LPS ou bacteries vivantes). 

De nombreuses autres voies d'action sont actuellement a l'etude y 
compris la voie antioxydante. Cependant, les donnees de la literatture sont 
relativement pauvres en ce qui concerne les essais de produits anti-oxydants 
notamment pour des pathologies aussi aigues que le choc septique. 

En tout etat de cause, les methodes therapeutiques testees jusqu'alors 
sont fideles au principe pharmacologique de monotherapie c'est-a-dire 
d' administration d'un seul principe actif pharmacologique. 

On examinera ci-apres difTerents articles scientifiques etudiant les 
incidences des carences en zinc, selenium, glutathion reduit (GSH) et N-acetylcysteine 
(NAC), vis-a-vis de l'equilibre anti-oxydant/oxydant. 

L'article de A. SINGH et al « Biochemical indices of selected trace 
minerals in men : effect of stress ». Am J Clin Nutr 1991 ; 53 : 126-131, rapporte le 
resultat de travaux experimentaux et cliniques qui ont mis en evidence, lors de 
traumatismes, de stress ou de choc septique, une diminution des taux seriques de zinc 
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et de selenium. Cette diminution serait due a une utilisation accrue et/ou a une 
redistribution de ces oligoelements vers les organes cles (foie, poumons) de la defense 
anti-radicalaire. 

D'apres Tarticle de BRAY TM & BETTGER WJ. « The physiological 
5 role of zinc as an antioxydant Free Rad Biol Med, 1990 ; 8 : 281-91 », le zinc joue 
un role d' antioxydant indirect en assurant la stabilisation de la Zn-SOD cellulaire, 
mais egalement au travers d' autres proprietes anti-oxydantes : 

- inhibition, production RLO par competition avec Fe et Cu, 

- protecteur oxydation des thiols des proteines, 

10 - inhibition, peroxydation lipidique de meme que de Tenzyme 

NADPH-oxydase, des microsomes hepatiques et des macrophages. 
La litterature scientifique relative au zinc dans le cadre de la lutte contre le 
stress oxydant, ne suggere nullement de recourir a F administration de zinc pour pallier 
aux carences a des fins therapeutiques, en particulier pour le traitement du choc 
15 septique. 

S'agissant du selenium, c'est un oligoelement connu pour ses proprietes 
de stimulation de la defense anti-oxydante. On sah en effet que le selenium est 
implique sous forme de selenocysteine dans le site actif de la gluthation peroxydase 
(GPx). 

20 L'activite de la GPx est fortement influence par la selenemie et les autres 

reserves en selenium. U a notamment ete montre par FORCEVTLLE et al, « Serum 
selenium decrease is correlated with the increase of the APACHE II index and the 
presence of a SIRSv>. Clin Int Care, 1995 ; 6 : 52, que la selenemie est inversement 
correlee a la gravite du syndrome de reponse systemique inflammatoire. 

25 L' article de D. VTTOUX et al « low plasma selenium in patients admitted 

in a intensive care unit is related to systemic inflammatory response syndrom and 
sepsis ». Therapeutic Uses of traces Elements, edited by NEVE et al - 1996 p 127- 
131, propose, tout en notant que la diminution de la selenemie peut etre benefique, 
d^administer du selenium aux patients victimes d'un stress ou d'un choc oxydant 

30 (choc septique). Cette proposition therapeutique concerne le selenium seul et reste 
entierement speculative en ce qui concerne, l'aspect positif des resultats que Ton est 
susceptible d'obtenir. 

Parmi les autres acteurs biochimiques de regulation de la production de 
radicaux libres, figurent les composes reducteurs, de preference les thiols et plus 

35 specialement encore le glutathion reduit GSH. II s'agit d'un tripeptide synthetise a 
partir de la cysteine, de la glycine et de l'acide glutamique. En tant que substrat de la 
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GP, le gluthation reduit est un facteur anti-oxydant tres important. La GPx transforme 
le peroxyde d'hydrogene en eau et les hydroperoxydes lipidiques en alcool. Le taux 
plasmatique de GSH depend de la synthese hepatique. En cas de stress oxydant, cette 
synthese peut s'averer insuffisante. II s'installe alors une depression en GSH qui 
5 aggrave la cytotoxicity des radicaux libres. Des etudes experimentales et cliniques ont 
mis en evidence cette depletion en GSH erythrocytaire et/ou hepatique dans les etats 
de stress oxydant (CIRIOLO et al «Loss of GSH, oxidative stress, and decrease of 
intracellular pH as sequential steps in viral infection ». J Biol Chem, 1997 ; 31 2700- 
8). 

10 De meme, HAMMARQVIST et al (« Skeletal muscle glutathione is 

depleted in critically ill patients ». Grit Care Med, 1997 ; 25 : 78-84. »). 

Le glutathion ne passe pratiquement pas la membrane cellulaire. Par 
consequent, il ne pourrait etre utilise que comme agent anti-oxydant extra cellulaire 
mais pas en tant qu'agent protecteur intra-cellulaire. Mais de toute facon, 

15 radministration de glutathion n'est pas proposee comme methode de traitement 
therapeutique d'un desequilibre production/elimination de radicaux libres. (choc 
septique). 

L'article d'HENDERSON et HAYNES (« Acetylcysteine as a 
cytoprotective antioxydant in patients with severe sepsis : potential new use for an 
20 old drug ». Ann Pharmacother, 1994 ; 28 : 1 086-8) suggere l'utilisation therapeutique 
d'un precurseur du glutation, a savoir la N acetylcysteine (NAC). Ce precurseur du 
glutathion est apte a franchir la barriere membranaire ceUulaire pour reconstituer le 
pool intracellulaire de GSH et fortifier par la meme les defenses anti-oxydantes. 

Cet article d'HENDERSON et HAYNES fait etat de resultats parfois 
25 contradictoires pour des etudes d' administration de NAC chez les patients souffrant 
de syndrome de detresse respiratoire (pas d'effet positif constate) et pour des etudes 
avec des patients souffrant de syndrome de reponse inflammatoire systemique (sepsis 
severe) qui ont donne quant a elles des resultats encourageants. Les auteurs en 
concluent que les etudes quant a cette therapeutique d' administration d'un seul 
30 principe actif (la NAC) pour trailer des chocs septiques, doivent etre poursuivis et 
pourraient donner des resultats positifs, notamment si 1' administration de la NAC se 
fait de maniere relativement precoce dans V evolution de la maladie. 

II ressort de cette revue de 1'art anterieur que les tentatives de traitement 
therapeutique des pathologies oxydatives liees notamment au dereglement des 
35 processus de production et d'elimination des radicaux libres, ne se sont averes pour 
1' instant que partiellement fructueuses et non satisfaisantes. 
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La pathologie qui a concentre le plus d'efforts est le choc septique ou ces 
formes moins graves dont notanunent le syndrome de reponse inflammatoire 
systemique (SKIS), n'ont donne lieu qu'a une strategie therapeutique de blocage du 
processus inflammatoire et/ou oxydatif de production de RL, en insistant sur certaines 
5 cibles qui sont : 

- les lipopolysaccharides LPS (LPS bacteriens), 

- les mediateurs de P inflammation que sont les cytokines, 

- le metabolisme inflammatoire en lui-meme 

- et la NO synthase. 

10 Les resultats obtenus ne sont pas convaincants. 

Une autre strategie qui vise a combler les carences de certains elements 
intervenant dans la regulation inverse du stress oxydatif, a toujours ete base pour 
Pinstant sur la mise en oeuvre d'un seul principe actif ou agent pharmacologique et 
rien ne pouvait inciter Phomme de Part a sortir de cette voie, eu egard a la complexite 
15 des mecanismes en cause et a la meconnaissance de ceux-ci et des interactions qu'ils 
comprennent entre differents facteurs. 

Dans ce contexte, Pun des objectifs essentiels de la presente invention est 
la mise au point d'un medicament utilisable notamment pour le traitement des 
pathologies oxydatives, tel qu'un syndrome ou choc septique, un syndrome de 
20 reponse inflammatoire systemique... 

Un autre objectif de la presente invention est de fournir un medicament 
qui soit apte a remedier au desordre des mecanismes oxydatifs de 
production/elimination de radicaux libres et qui soit simple a preparer et economique. 

Un autre objectif essentiel de la presente invention est de fournir un 
25 medicament de traitement des stress oxydants, qui soit stable et qui permettre de 
traiter un large eventail de pathologies, dans lesquelles intervient une surproduction 
deletere de radicaux libres. 

Un autre objectif essentiel de la presente invention est de fournir un 
produit anti-oxydant, qui puisse servir de base a la preparation de medicaments sus- 
30 vises. 

Un autre objectif de Pinvention est de proposer Putilisation d'un produit 
adapte pour la preparation d'un medicament applicable pour le traitement de 
pathologies oxydatives et, en particulier, des maladies suivantes : choc septique, 
syndrome de detresse respiratoire aigiie, syndrome de reponse inflammatoire 
35 systemique, polytraumatismes, ischemie/reperfusion, maladie auto-immunes telle que 
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la polyarthrite chronique rhumatoide, le cancer, le sida, la sclerose en plaque, la 

maladie de Parkinson. 

Un autre objectif essentiel de la presente invention est de founur un 
produit cosmetique, utilisable notamment centre le vieillissement des cellules par 

5 exemple de la peau. 

Ces objectifs, parmi d'autres, sont atteints par la presente invention qui 
concerne en premier lieu une composition antioxydante caracterisee en ce qu'elle 

comprend . ^ ^ ^ ^ ^ ^ red ucteur - de preference un thiol 

I q - et/ou au moins l'un de ses precurseurs, 

A d'autre part, un ou plusieurs oligoelements, de preference 
selectionnes parmi ceux associes a des enzymes anti-oxydantes, ces 
dernieres etant plus specialement choisies parmi celles enoncees ci- 
apres : catalase, glutathione-peroxydase et SuperOxydeDismutase 

15 (SOD). . 

Selon un premier mode de mise en oeuvre, cette composition est hquide et 
plus specialement encore est une solution - avantageusement aqueuse - anti-oxydante 
comportant, a titre de solutes, les constituants de la composition ci-dessus defirue. 

Selon un second mode de mise en oeuvre, cette composition se presente 
sous forme solide, de preference sous forme seche ou sous forme de lyophilisat. En 
pratique, il pourra s'agir d'une poudre. 

Sans que cela ne soit limitatif, Tune des vocations premieres de la 
composition selon l'invention est de constituer un medicament lato sensu. 

Ce medicament, qui constitue l'un des objets de la presente invention, 
peut etre plus specialement destine au traitement de pathologies oxydases, qui 
resultent de la presence d'un exces de radicaux libres dans I'orgamsme. 

La Demanderesse est particulierement meritante d'avoir mis au point une 
telle composition (solution) therapeutique, qui s'affranchit totalemenl .des preceptes 
en vigueur en matiere de pharmacologic de lutte centre le stress oxydatif, s inserant 
30 ou non dans un environnement inflammatoire. 

En effet, il ne s'agit plus desormais de mettre en oeuvre un seul pnncipe 
actif mais de prendre le pari d'une association d'au moins un reducteur (ou anti- 
oxydant) et d'au moins un oligoelement, qui ont notamment pour caractenstique 
commune d'etre en depletion chez les patients souffrant de ces patholog.es 
35 oxydatives, ou les RL en exces ont un effet deletere et multitraumatique. 
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De maniere surprenante et inattendue, cette association en combinaison 
d'au moins deux composants, s'est revelee avoir un effet synergique quant au 
traitement de pathologies oxydatives, telles que celles faisant intervenir un stress 
oxydant comme par exemple le choc septique. 
5 Cette synergie s'est exprimee en particulier au travers de la diminution de 

la lethalite de cellules et d'animaux, affectes par un modele standard et determine de 
stress oxydant. 

La composition selon Pinvention (de preference la solution aqueuse), 
revele une bonne efficacite quant a la limitation des phenomenes de peroxydation et 
10 notamment de lipoperoxydation. 

Les deficits en oligoelements affectent generalement les systemes 
cellulaires anti-oxydants. Cela tient au fait que ces oligoelements font partie integrante 
des enzymes intervenant dans lesdits systemes. 

En particulier, les sous-produits de la lipoperoxydation voient leur 
15 concentration diminuer sous F effet d'un traitement a Faide de la composition selon 
Finvention. On observe en particulier une chute des malonatedialdehydes (MDA) qui 
sont un exemple de tels sous-produits. 

La composition plus specialement therapeutique selon 1' invention 
contient, de preference, a litre de compose reducteur ou anti-oxydant au moins un 
20 thiol reducteur (de preference un) et au moins Tun de ses precurseurs (de preference 
un). 

Dans la mesure ou le parti pris par F invention est Fobtention d'un effet 
therapeuthique par activation des voies enzymatiques antioxydantes, on privilegiera 
un thiol reducteur (antioxydant) constitue par du glutathion reduit (GSH) mnsi qu'un 

25 precurseur de celui-ci, la N-acethylcysteine (NAC) etant particulierement preferee. 

Le GSH est transforme dans sa forme glutathion oxydee GSSG, lors de la 
reaction enzymatique de peroxylyse, par exemple d'HjOjOU d'autres hydroperoxydes, 
en produit stable (eau) non generateur de radicaux libres, a Faide de la glutathion 
peroxydase. Cette enzyme est presente a Finterieur et a l*exterieur des cellules. 

30 Le fait de mettre en oeuvre de la NAC qui est seule capable de traverser 

les membranes, permet de maintenir une concentration intracellulaire en GSH 
suffisante pour parer aux sollicitations importantes des systemes de defense anti- 
oxydants. 

De cette fa9on, on maintient a un niveau suffisant les taux erythocytaires 
35 et ou hepatique et/ou musculaire de GSH chez les patients soumis a des stress 
oxydants. 
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En ce qui concerne les oligoelements de la composition selon l'invention, 
il est preferable de les selectionner parmi ceux associes a des enzymes anti-oxydantes 
comme par exemple la superoxyde dismutase SOD, la glutathion peroxydase GPx, 
voire la glutathion transferase, la gluthation synthase, la NO oxydase... 
5 D'ou il s'ensuit que ces oligoelements sont avantageusement selectionnes 

dans le groupe suivant : 

Selenium ; Zinc ; Cuivre ; Manganese et leurs melanges ; 

le Selenium et le Zinc, pris a aux seuls ou en melange entre eux, etant 

particulierement preferes. 
10 Au niveau du systeme immunitaire, le GSH est important pour le 

fonctionnement des lymphocytes. En efFet, les lymphocytes carences en glutathion 
sont plus sensibles au chocs oxydants et leur cytoxicite cellulaire est abaissee. 

Le glutathion est egalement un piegeur de radicaux libres extracellulaires. 
La NAC est un precurseur du glutathion capable de reformer rapidement 
15 les reserves intracellulaires de GSH fortement diminuees lors d'une pathologie 
oxydative, et ainsi augmenter les defenses anti-oxydantes. La NAC est un agent 
antioxydant qui agit de deux facons : d'une part en tant que piegeur de radicaux libres 
intra et extra cellulaire et d' autre part en tant que precurseur de GSH. 

Sans vouloir etre lie par la theorie, il semble que la composition selon 
20 l'invention tire au moins une partie de son efficacite par le fait qu'elle comprend en 
meme temps au moins un compose reducteur et au moins un oligoelement, et de 
preference, du glutathion et la NAC, d'une part, et du selenium et du zinc, d' autre 
part. II semble important que tous les elements de la composition soient en efFet 
administres simultanement au patient pour optimiser l'efficacite. 
25 Jamais jusqu'alors on avait imagine 1' association de co-facteurs reducteurs 

et metalliques pour des enzymes anti-oxydantes. 

Selon des variantes avantageuses de l'invention, la composition peut etre 
additionnee d'autres produits anti-oxydants et plus particulierement de vitamine C 
et/ou de vitamine E ou bien encore de derives ou analogues de ces produits, comme 
30 par exemple : alpha-tocopherol, dimethylsulfoxyde, coenzyme Q10, allopurinol, ceto- 
isocaproate, (5-carotene, urate, cysteine, ceruloplasmine, transferrine... 

L'invention a pour objet tout medicament et notamment ceux utilisables 
pour le traitement de pathologies oxydatives, comprenant la composition definie 
supra. 

35 Avantageusement, ce medicament se presente : 
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• sous forme de liquide injectable, de preference par voie intraveineuse, 
parenterale, sous cutanee et plus preferentieilement encore par voie parenterale 

• sous forme de liquide administrate per os et/ou par voie enterale, 

• sous forme de lyophilisat utile comme base de preparation de liquide 
5 (e.g. solution aqueuse) injectable, de preference par voie parenterale. 

• ou bien encore sous forme seche (e.g. poudre comprimee ou non, 
obtenue par sechage ou lyophilisation) pour administration orale et/ou enterale. 

La forme liquide injectable est la forme galenique idoine pour 
V administration. Mais en ce qui concerne la stabilite au stockage, il est preferable de 
10 realiser la composition sous forme solide (seche), de preference sous forme de poudre 
formee par un melange des differents constituants de la composition. II peut s'agir par 
exemple d'un lyophilisat permettant la reconstitution de solutions injectables ou 
buvables. 

Naturellement, il est recommande de produire la composition 
15 therapeutique sous forme sterile et apyrogene, a tout le moins pour ce qui concerne 
les formes injectables. 

La preparation des compositions liquides selon 1' invention s'opere en 
pratique au moyen de solutions-meres, a des pH precis, offrant la meilleure solubilite 
pour les solutes donnes. Ces solutions-meres sent a temperature ambiante ou sont 
20 eventuellement chauffees pour faciliter la solubilisation des solutes. L'ordre 
d' introduction des difFerentes solutions meres est important pour obtenir un melange 
final homogene forme par une solution exempte de precipites. 

Le melange final liquide peut etre ensuite soumis a une elimination du 
solvant, qui est en general l'eau, pour obtenir des formes seches (poudres, 
25 lyophilisats). 

Ces formes seches sont : 

o soit redissoutes dans l'eau pour P administration par exemple par 
injection, 

<, soit laissees sous forme de poudres enrobees ou non dans des 
30 gelules en gelatine 

o soit mises sous forme de comprimes. 
Classiquement, on peut employer des excipients et/ou des produits 
d'isotonicite comme par exemple le NaCl, le glucose, l'eau PPI (eau pour preparation 
injectable). 

35 Le medicament selon l'invention qui comporte la composition definie 

supra peut etre utile dans le traitement des maladies suivantes : 
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- choc septique, 

- syndrome de detresse respiratoire aigiie (SDRA) 

- polytraumatismes, 

- ischemie/reperfusion, 

5 - maladies inflammatoires digestives, 

- pancreatite aigiie, 

- brulures Vendues, 

- maladies auto-immunes. 

On detaille quelque peu ci-apres la formulation du m6dicament selon 

10 l'invention. 

Dans le cas ou la composition est sous forme liquide (e.g. solution 
aqueuse) administrable par voie parenteral ou enterale, la formulation de I'extrait sec 
est avantageusement la suivante : 

. GSH 20 4 300 & 

15 -NAC 20 a 300 gA 

. Se 2 a 50 mg/1 

_Zn 0,1 a 1,5 gA 

-vitE OalOgA 
-vitC OalOgA 
20 - conservateurs (e.g. bisulfite) 0 a 10 gA. 

Une telle solution peut etre conservee telle queUe ou mise sous forme lyophilisee. 

Dans le cadre du 2eme mode de mise en oeuvre de la composition selon 
1'invention, on a a faire a une forme seche (obtenue e.g. par lyophilisation) 
administrable e.g. par voie orale et correspondant a la formulation suivante, expnmee 
25 en quantite journaliere recommandee (selon les pathologies) : 
-GSH 0,2a30g 
-NAC 0,2a30g 
. Se 0,02 a 0,5 mg 

_ Zn 0,001 a 0,01 5 g 

30 -vitE 0a0,lg 

-vitC 0a0,lg 

En pratique, la forme galenique la plus courante est avantageusement la 
forme seche lyophilisee, conditionnee en flacons prevus pour la reconstitution d'un 
volume donne d'une solution aqueuse injectable. 
35 Ainsi, la presente invention couvre par exemple une forme lyophilisee, 

destinee plus specifiquement au traitement par injection du choc septique. La 
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formulation de cette forme galenique est exprimee en quantites contenues dans un 
flacon prevu pour un volume de 10 ml de solution reconstitute a partir du lyophilisat. 
Cette formulation est la suivante : 

-GSH 1,2 g 

5 -NAC 1,2 g 

- Se 0,1 mg 

- Zn 5 mg. 

La concentration des solutes de la composition lorsque celle-ci est une 
solution est comprise entre 10 et 300 g/1, de preference entre 200 et 300 g/1, par 
10 exemple de Pordre de 240 g/1. 

Avantageusement le medicament selon T invention est caracterise en ce 
qu'il est destine au traitement d'un syndrome infectieux et en ce qu'il se presente sous 
forme solide ou sous forme d'une solution susceptible d'etre administree per os et/ou 
par injection lorsque Petat infectieux du patient est caracterise comme grave (sepsis 
15 severe). 

En d'autres termes, P administration du medicament selon Pinvention peut se faire 
lorsque les mecanismes de defense contre Pinfection sont dans un etat deactivation tel 
que la concentration serique en IL6, en proteine C reactive ou en procalcitonine est au 
dessus d'une valeur plancher, determinable par Phomme du metier selon la nature et la 

20 gravite du syndrome infectieux considere. 

Ces dispositions posologiques ou galeniques particulieres sont liees au cas ou la 
pathologie a traiter est du type infectieux. Dans cette hypothese, il a pu etre remarque 
que si Pon traite trop precocement a Paide du medicament anti-oxydant selon 
Pinvention, on obtient PefFet inverse a celui recherche, c'est-a-dire que la mortalite 

25 croit significativement. En efFet, on sait que les radicaux libres doivent intervenir dans 
la defense anti-bacterienne. En consequence, si on les annihile prematurement, il est 
clair que cela ne fera qu'aggraver la proliferation bacterienne. 

Aussi, selon une caracteristique remarquable de Pinvention, on utilise des marqueurs 
refletant Pampleur de Pinfection, ce qui permet de determiner a quel moment le 

30 traitement anti-oxydant doit commencer. Ces marqueurs peuvent etre les 
concentrations plasmatiques en neuromediateurs du systeme immunitaire ou de 
P inflammation. A titre d'exemples de marqueurs, on peut rappeiler ceux deja cites 
supra : EL6, proteine C reactive, procalcitonine. 

La presente invention vise egalement Putilisation de la composition definie 

35 supra pour la preparation d'un medicament utilisable pour le traitement de pathologies 
oxydatives et en particulier des maladies suivantes : 
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- choc septique, 

- syndrome de detresse respiratoire aigue (SDRA) 

- polytraumatismes, 

- ischemie/reperfusion, 

5 - maladies inflammatoires digestives, 

- pancreatine aigue, 

- brulures etendues, 

- maladies auto-immunes. 

L'effet de synergie entre les differents constituants de la composition 
10 therapeutique selon 1'invention, permet d'obtenir des resultats surprenants en terme 
de regulation et de controle des phenomenes de production de radicaux libres. Les 
stress oxydants sont ainsi limites et on parvient ainsi a maltriser des maladies qui sont 
caracterisees par ce type de troubles. 

La presente invention sera mieux comprise a l'aide des exemples qui 
15 suivent et qui decrivent la preparation de la composition selon 1'invention et son 
application a la maitrise de stress oxydant sur des cellules et sur des animaux. 
DESCRIPTION DES FIGURES : 

La Figure 1 est un histogramme donnant le pourcentage de survie 
cellulaire d'un modele cellulaire soumis a un stress oxydant, en presence de solution 
20 anti-oxydante selon 1'invention, en presence d'autres solutions anti-oxydantes 
comparatives et sans solution anti-oxydante (t6moin). 

La Figure 2 est un histogramme donnant la concentration au niveau du 
foie et du microsome en un produit de degradation de la liperperoxydation, a savoir le 
malonate dialdehyde (MDA), pour differents lots de souris intoxiquees au CC1 4 et 
25 pour certains traites a l'aide de la solution anti-oxydante selon l'exemple 1 

La Figure 3 est un histogramme donnant la concentration en 
transaminases ASAT et ALAT, dosees pour differents lots de souris intoxiquees au 
CC1 4 et pour certains traites a l'aide de la solution selon l'exemple 1 . 

La Figure 4 represente l'histogramme de la concentration en glutathion 
30 reduit au niveau du foie (GSHf) en u/g mesuree pour des lots de souris soumis a un 
stress au CC1 4 et traites pour certains a l'aide de solutions anti-oxydantes selon 
1'invention et preparees selon la methode donnee a l'exemple 1. 

La Figure 5 represente un histogramme de la concentration en glutathion 
reduit erythrocytaire (GSHe) exprimee en u/1, et mesuree pour des lots de souris 
35 soumis a un stress oxydant au CC1 4 et pour certains traites a l'aide de la solution anti- 
oxydante de 1'invention preparee conformement a l'exemple 1. 
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La Figure 6 montre trois courbes donnant le pourcentage de survie chez 
des souris soumises a un choc septique et traitees pour certains lots a Paide de la 
solution anti-oxydante selon P invention preparee conformement a Pexemple 1. 

La Figure 7 montre deux courbes donnant le pourcentage de survie chez 
5 des souris soumises a un choc septique et traitees pour certaines a Paide de la solution 
anti-oxydante selon Pinvention preparee conformement a Pexemple 1, selon une 
posologie autre que celle correspondant a celle appliquee aux essais illustres par la 
figure 6. 

10 EXEMPLES 

EXEMPLE 1 : PREPARATION DE LA COMPOSITION 

On prepare une solution d'un melange de solutes : GSH + NAC + selenium + zinc. 
On realise tout d'abord des solutions meres a partir de chacun de ces solutes. La 
methodologie employee est la suivante : 
15 Pour un litre de preparation : 

- Dissoudre le glucanate de zinc dans environ 100 ml d'eau distillee chaude (70° C), 

- Dissoudre dans un becher contenant 500 a 600 ml d'eau distillee a 40° C le 
glutathion et la NAC, 

Melanger les 2 solutions et laisser refroidir. 
20 - Ajouter le selenite de sodium prealablement dissout dans Peau distillee froide, 

- Ajuster a 1 litre avec de Peau froide. 

Une fois que Pon a obtenu la solution finale, on la soumet a des traitements de 
sterilisation et d' elimination des toxines pyrogenes. 
On lyophilise ensuite cette solution. 
25 Dans un flacon de lyophilisat reconstitue avec 10 ml de solution aqueuse de NaCl 
0,9 % et/ou de glucose 5% et/ou d'eau PPI, on trouve : 

- glutathion reduit GSH 1200 mg 

- N-acetylcysteine NAC 1200 mg 

- selenium 0,1 mg 

30 - zinc 5 mg. 
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EXEMPLE 2 : VERIFICATION DE L'EFFICACITE DE LA SOLUTION GSH/NAC/Se/Zn 
SELON L'INVENTION PAR MODELE IN VITRO : CULTURE DE FIBROBLASTIC 

Uwtetet^d^ tress oxydant utilise est induit par addition d'eau oxygenee dans un 
5 milieu de culture de fibroblastes. Le pourcentage de cellules vivantes apres stress est 
determine par marquage colorimetrique de ces cellules (incorporation de rouge neutre). Les 
differents constituants a tester sont incorpores dans le milieu de culture pendant et apres le 
stress. La solution anti-oxydante dont celle selon l'exemple 1 est ajoutee au milieu (dilution 

l/2000eme). 
10 2.2.Resultats : 

La Figure 1 montre l'effet de differentes associations de thiols, d'oligoelements et d'agents 
antioxydants sur un modele cellulaire de stress oxydant au peroxyde d'hydrogene, au travers 
d'un histogramme dormant le % de survie cellulaire dans chaque essai. (les quantites de 
GSH, NAC, Se, Zn sont celles de l'exemple 1). 
15 II ressort de la Figure 1 que plus la concentration en H 2 0 2 est elevee, plus le pourcentage 
de cellules vivantes est faible. 

Pour une concentration en H 2 0 2 moderee (7,5 mM) toutes les associations ou produits de 
reference testes augmentent de facon plus ou moins significative le pourcentage de survie 
cellulaire, le produit le plus efficace etant .'association NAC, glutathion, selenium et zinc. 
20 Pour une concentration en H 2 0 2 elevee (15 mM) : le stress oxydant induit a cette 
concentration est tres puissant et les differences observees entre les effets protecteurs de 
chacun des produits testes beaucoup plus marquees. En effet, a cette concentration presque 
100% des cellules du lot temoin sont tuees, tandis qu'apres traitement avec l'association la 
plus complete (GSH, NAC, Se et Zn) le pourcentage de survie depasse 80%. II existe une 
25 complementarite d'action entre le glutathion reduit et la N-acetyl-cysteine, l'effet protecteur 
etant superieur lorsque ces deux thiols sont administres ensemble. Cet effet n'est pas un 
simple effet additif mais bien une potentialisation, car le fait d'augmenter les concentrations 
soit en glutathion, soit en N-acetyl-cysteine n'augmente pas pour autant l'effet protecteur de 
chacun d'eux. D faut absolument que les deux composes soient ensemble pour avoir un effet 
30 protecteur maximal. 
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Enfin, derniere observation, contrairement aux antioxydants de references testes (catalase et 
DMSO), plus le stress oxydant est important, plus Tassociation thiols + oligo-elements est 
efficace. 

Conclusion : Les resultats de cette etude confirment TeflBcacite des 4 elements de la 
5 composition selon Pinvention dans la lutte contre le stress oxydant. 

EXEMPLE 3 

1ER MODELE IN VIVO : 

10 3.1. Modele d'hepatotoxicite au CCU chez la souris : 

L'objectif de cette etude est de determiner l'effet anti-oxydant de la solution selon 
Texemple 1 dans un modele standard d'intoxication hepatique induite par le tetrachloride de 
carbone chez la souris (Parola M, Leonarduzzi G, Biaisi F, Albano E, Biocca M, Poli G, 
Dianzani M. Vitamin E dietary supplementation protects against carbon tertrachloride- 

15 induced chronic liver damage and cirrhosis. Hepatology, 1992; 16 1014-21.). 
L f intoxication par le CCI4 est un modele couramment utilise chez Fanimal pour induire une 
fibrose et eventuellexnent une cirrhose hepatique, 

Le mecanisme toxique du CCI4 met en jeu Tactivation des cytochromes p450 avec 
production du radical trichloromethyl CC13*. Celui ci reagit avec Toxygene moleculaire pour 

20 donner un autre radical libre : le trichloromethylperoxy (CCl302 # ). Ces radicaux libres 
entrainent Tapparition de lesions cellulaires (principalement localisees au niveau hepatique) 
par deux types de mecanismes : la peroxydation lipidique (caracterisee par une 
augmentation de la concentration en MalonateDiAldehyde (MDA) et la formation de 
liaisons covalentes. Ce modele est done un bon modele pour determiner Teventuel effet 

25 hepatoprotecteur de produits antioxydants. 
3.2. Methodolopie - Protocole : 
Animaux : 

souris Suisse Albinos de 13 semaines (6 souris/lot) 
regime alimentaire standard 
30 Intoxication : 

intoxication aigiie - Administration voie intraquitoneale 

1 injection CC1 4 a To (0,5 ml/kg) dissout dans de 1'huile de paraffine. 
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Volume d'injection : 0,05 ml/10 g de poids corporel. 
Traitement : 

3 injections intraperitoneal sont realisees aux temps T-2h, T+2h et T+ 10 h par rapport au 
temps To de l'intoxication par le CCL 4 
5 A T + 24 h les souris sont decapitees. Le sang et le foie sont preleves pour analyses, 
la solution selon l'invention (exemple 1) et injectee a la concentration de 
0,15 ml/kg (pour la dose D x 1) 
0,45 ml/kg (pour la dose D x 3) 
le volume injecte a la souris etant toujours de 100 pi. 

10 3.3. Resultats : 

3.3.1. : malonate dialdehyde (MDA) = produit de degradation de la lipoperoxydation. 
Au niveau hepatique, la dose de CC1 4 utilisee induit une augmentation des MDA (sur broyat 
de foie entier). Apres injection de la solution selon l'invention (exemple 1), on observe une 
diminution de la concentration en MDA par rapport au lot temoin CC1 4 . 
15 Au niveau du microsome, Forganite cellulaire implique dans la detoxification au niveau 
hepatique, le traitement avec la solution selon l'invention a la dose D x 3 = 0,45 ml/kg) 
diminue de 71 % l'augmentation des MDA induite par le stress oxydant. Cet effet "anti- 
CC14" de la solution selon l'invention est dependant de la dose administree. 
La figure 2 montre les effets de la solution selon l'invention (exemple 1) sur les marqueurs 
20 de la peroxydation hepatique au travers d'un histogramme dormant la concentration en 
MDA en unite/g prot. pour les 4 essais suivants : 

Temoin 
TraiteCCl 4 

□ CC1 A + Sol exemple 1 a dose 
4 Dxl 

E3 CCl a + sol exemple 1 a dose 
4 Dx3 
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Les mesures de MDA sont effectuees par HPLc selon Richard MJ, J. Chrom 1992 ; 577 : 9- 
18. 

3.3.2. : Transaminases 

5 La concentration en transaminases dans la circulation sanguine est un marqueur sensible de 
la cytolyse hepatique. Apres intoxication au CC1 4 , le taux de transaminase augmente tres 
fortement, aussi bien au niveau des ASAT = Aspartate aminotransferase (marqueur plus 
specifique d'une souffrance cardiaque) que des ALAT = Alamine aminotransferase 
(marqueur plus specifique d'une souflrance hepatique). 
10 La Figure 3 annexee montre les effets de la solution selon Tinvention (exemple 1), sur les 
marqueurs de la cytolyse hepatique aux doses D x 1 = 0,15 ml/kg et D x 3 = 0,45 ml/kg, 
pour chacun des essais suivants 



15 



20 



Temoin 
Traite CCl 



4 



□ 



CCi A + Sol exemple 1 a dose 
Dxl 

CCl A + sol exemple 1 a dose 
*Dx3 



La solution selon V invention diminue de 30 % Taugmentation des ASAT induite par le CC14. 
Sur 1'augmentation de la concentration en ALAT, on observe une diminution de 50 % apres 
traitement avec la solution selon Tinvention (exl) a une dose D = 0,15 ml/kg (xl), et de 37 
25 % avec la solution selon Tinvention (exl) a une dose D = 0,45 ml/kg (x3). L'effet observe 
sur la concentration en ALAT n'est pas dose-dependant. Cependant, la difference entre ces 
deux valeurs n'est pas significative et demande a etre confirmee sur un plus grand nombre 
d'animaux. 

Les mesures d'ALAT et d'ASAT plasmatiques s'operent au moyen de la technique Kodak 
30 (Ektachem 700, Johnson and Johnson). 
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3.3.3. Glutathion 

La defense de l'organisme face a un stress au CC1 4 est d'augmenter la concentration en 
glutathion reduit (piegeur de radicaux libres + substrat de la glutathione peroxydase) au 
niveau de l'organe agresse, ici le foie, comme le demontre la figure 4 annexee, qui 
represente l'histogramme de la concentration en glutathion reduit au niveau du foie total 
GSHf (exprime en umol/g) pour chacun des essais suivants : 

H Temoin 

□ cci 4 

g Solution selon I'invention (exemple 1) a dose D x 1 
prj Solution selon I'invention (exemple 1) a dose D x 3 



Cette mobilisation du glutathion reduit (GSH) s'effectue a partir des reserves 
erythrocytes. Cela est montree par la figure 5 annexee qui represente un histogramme de 
15 la concentration en Glutathion reduit erythrocytaire GSHe (exprime en umol/1) pour chacun 
des essais suivants : 



25 



^ m Temoin 

Q CC1 4 

^ Solution exemple 1 a dose D x 1 

23 Solution exemple 1 a dose D x 3 



On observe apres injection de CC1 4 une diminution significative de la concentration en 
glutathion reduit erythrocytaire. Apres traitement avec la solution exemple 1 a dose D x 1 = 
0,15 ml/kg, et a dose D x 3 = 0,45 ml/kg, cette mobilisation du GSH est reduite 
respectivement de 46% et 60%. 

Une des consequence directe de l'utilisation du glutathion lors du stress au CC1 4 en tant que 
piegeur, est la diminution de la concentration en glutathione peroxydase consecutive au 
manque de substrat. On observe une diminution de la concentration en glutathion 
30 peroxydase hepatique apres stress, qui est partiellement compensee (56%) par le traitement 
avec la solution selon I'invention (Dx3). 
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Conclusion : Les resultats demontrent au niveau hepatique, une action protectrice de la 
solution selon V invention (exemple 1) sur une intoxication au CC1 4 , mais surtout, ils 
confirment le bien fonde de ia formulation. La solution selon Finvention (exemple 1) agit 
non seulement sur la peroxydation, en diminuant le taux de MDA, mais aussi au niveau des 
5 defenses antioxydantes, en restorant les stocks de glutathion reduit et d' enzymes 
antioxydantes. Le mecanisme d'action de la solution selon V invention (exemple 1) est 
multidirectionnel. Elle agit comme antioxydant et stimulant des defenses antioxydantes 
physiologiques, et par consequent augmente son activite anti-oxydante. 

10 EXEMPLE 4: 

2EME MODELE IN VIVO 

4. 1 . Modele de choc septique chez la souris : 

L'objectif de cette etude etait d'evaluer Peffet sur le taux de mortalite, de la solution selon 
Tinvention sur un modele de choc septique chez la souris. 
15 Les points suivants ont motive le choix de la bacterie Salmonella typhimurium dans ce 
modele de septicemic experimentale, en tant qu ! agent inducteur : 

* le developpement de l'infection a S, typhimurium evolue de fafon progressive vers la 
septicemic Par consequent, Fensemble des mecanismes immunitaires comprenant les 
cytokines et les especes reactives de Toxygene sont engages dans la reponse de Thote. De ce 

20 fait,, les conditions physiopathologiques de ce modele experimental, a Toppose des injections 
en bolus d*endotoxines, sont bien plus proches des evenements associes, chez Thomme, a 
1'evolution d*une infection vers la septicemic, voir le choc septique. 

* les mecanismes non specifiques (comprenant entre autre la production de radicaux libres) 
de la defense antibacterienne conditionnent revolution de Tinfection vers la guerison ou la 

25 mort, corollairement a Hntensite de la reaction inflammatoire. En outre, l'implication des 
radicaux libres dans les processus deleteres survenant dans le contexte d'inflammation aigue, 
est clairement 6tablie. 

Ainsi, on peut supposer que 1'apport exogene d'antioxydants au moment opportun au cours 
du developpement de Tinfection, peut contribuer a proteger Tanimal des effets deleteres 
30 d'une surproduction de radicaux libres. 
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4 2 Mode nneratoire : A To, infection par injection intraperitoneal de la souche a tester a • 
une concentration permettant d'avoir une DL50. Les solutions testees sont injectees par 
voie IP selon deux protocoles : traitement precoce - traitement retarde. 
devaluation de l'activite des solutions selon l'invention (exemple 1) est determine tout 
5 simplement par denombrement des souris restantes dans chaque groupe a la fin de l'etude. 
La solution selon l'invention (exemple 1) est injectee a la concentration 
de 0,15 ml/kg (pour la dose x 1) 
de 0,45 ml/kg (pour la dose x 3), 
le volume injecte a la souris etant toujours de 1 00 ul. 

0 

4 3 Resultats : . 
4 3 1 traitement precoce : L'infection experimental a S. typhimurium chez la souns, evolue 
de facon progressive vers une septicemic lorsque la charge bacterienne de ttnoculum unUal 
est faible. La mort survient entre les 5eme et 7 erne jours post infection. Dans un tel 
15 contexte infectieux, fadministration de la solution selon l'invention (exemple 1) a deux 
doses D x 1 = 0,15 ml/kg et D x 3 = 0,45 ml/kg des la 6eme heure post infecuon et 
poursuivie quotidiennement pendant 5 jours a raison de 2 mjections/jour, s'accompagne 
d'une acceleration et augmentation de la mortality par rapport au lot de souns mfectees 
seules On constate egalement un effet dose : la concentration la plus importante entratne la 
20 mortalite la plus forte. Neanmoins, en fin d'experimentation, les taux de sunae entre les 
animaux temoins et traites ne sont pas significativement differents. La solution possede un 
effet pharmacologique important, effet certainement anti-oxydant, avec une relation effet- 
dose respectee. Ces resultats inattendus s'expliquent aisement. En effet, dans le controle de 
la defense a l'infection, les donnees de la litterature soulignent le r61e essentiel des 
25 mecanismes non specifiques radicalaires, qui se mettent en place rapidement. Ams,, une 
neutraUsation manifestement trop precoce de la production des especes reacUves de 
Voxygene a diminue la defense antibacterienne, done favorise la proliferation bactenenne et 
par consequent la mortalite. 

La Figure 6 montre 3 courbes donnant le percentage de survie en fonction du nombre de 
30 jours post-injection. Ces graphes correspondent aux cas suivants : 

Les 2 fleches sur l'axe des abscisses marquent le debut et la fin du traitement. 
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a Temoin 

o Solution exemple 1 a dose D x 1 
q Solution exemple 1 a dose D x 3 

4.3.2. traitement retarde : A la suite des resultats precedents, on realise une deuxieme serie 
d'experiences avec un inoculum bacterien equivalent. On choisi d'administrer la solution 
selon Pinvention (exemple 1) a la plus forte dose D x 3, deux jours avant le debut suppose 
de la mortalite. La solution a egalement ete administree sur une periode plus longue, soit 
une premiere injection a J5 post infection suivi de 2 injections quotidiennes de J6 a J 16. 
Dans ces conditions, la solution selon Pinvention s'est revelee etre efficace en terme de 
diminution de la mortalite. 

En effet, comme le montre la figure 7, au 20eme jour post infection, le taux de survie dans le 
lot infecte temoin n'est que de 10%, tandis que dans le lot traite apres infection avec la 
solution selon Pinvention la survie est de 40%. 

La figure 7 montre Peffet de la solution selon Pinvention, en terme de survie, apres infection 
a S. typhimurium (traitement tardif) au travers d'un histogramme dormant le pourcentage de 
survie en fonction des jours post infection pour les essais suivants : 



a Temoin 

□ Traite selon Pinvention 



Les deux fleches sur Paxe des abscisses marque le debut et la fin du traitement. 

.5. Conclusion : Plusieurs points importants se degagent des resultats des exemples 

- La solution selon Pinvention a un effet pharmacologique important. 

- Dans des pathologies oxydatives infectieuses la finalite de cet effet, benefique ou deletere, 
est conditionne par la posologie (debut du traitement, duree et quantite a injecter). 

-Pour de telles pathologies, il serait utile d'avoir un marqueur fiable permettant de 
commencer le traitement au bon moment. II existe plusieurs "candidats" possibles : TIL6, la 
proteine C-reactive et/ou la procalcitonine. 

- La solution selon Pinvention peut diminuer le taux de mortalite lors d ! un choc septique. 
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REVENDICATIONS : 

1 - Composition antioxydante caractensee en ce qu'elle comprend : 

A d'une part, au moins un compose reducteur - de preference un thiol 

- et/ou au moins l'un de ses precurseurs, 
A d'autre part, un ou plusieurs oligoelements, de preference 

selectionnes parmi ceux associes a des enzymes anti-oxydantes, ces 

dernieres etant plus specialement choisies parmi celles enoncees ci- 

apres : catalase, glutathione-peroxydase et SOD. 

2 - Composition selon la revendication 1 caracterisee en ce qu'elle se 
presente sous forme liquide, de preference sous forme de solution aqueuse. ^ 

3 - Composition selon la revendication 1, caracterisee en ce qu elle se 
presente sous forme solide, de preference sous forme seche ou sous forme de 

lyophilisat. . , _ 

4 - Composition selon I'une quelconque des revendications 1 a 3, 
caracterisee en ce qu'elle comprend au moins un thiol reducteur (de preference un) et 
au moins l'un de ses precurseurs (de preference un). 

5 - Composition selon I'une quelconque des revendications 1 a 4, 
caracterisee en ce que le thiol est le glutathion reduit (GSH) et le precurseur est la N- 

acetyl-cysteine (NAC). 

6 - Composition selon I'une quelconque des revendications 1 a 5, 
caracterisee en ce que les oligoelements sont selectionnes dans le groupe suivant : 
Selenium ; Zinc ; Cuivre ; Manganese et leurs melanges ; 

le Selenium et le Zinc, pris a eux seuls ou en melange entre eux, etant 

particulierement preferes. , 

7 - Composition selon I'une quelconque des revendications 1 a 6, 

caracterisee en ce qu'elle contient de la vitamine E et/ou de la vitamine C. 

8 - Medicament utilisable notamment pour le traitement de pathologies 
oxydatives, caracterise en ce qu'il comprend la composition selon I'une quelconque 

des revendications 1 a 7. 

9 - Medicament, notamment pour le traitement de pathologies oxydatives, 
caracterise en ce qu'il comprend la composition selon I'une quelconque des 
revendications 1 , 4 a 7 et en ce qu'il se presente : 

. sous forme de liquide selon la revendication 2 injectable de preference 

par voie parenterale ; . . . i 

• sous forme liquide selon la revendication 2 pour administration orale 

et/ou enterale, 
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• sous forme de lyophilisat selon la revendication 3, utile comme base de 
preparation d'un liquide injectable, de preference par voie parenterale, 

• ou bien encore sous forme seche selon la revendication 3 pour 
administration orale et.ou enterale. 

5 10 - Medicament selon la revendication 8 ou la revendication 9, 

caracterise en ce qu'il comprend de la composition sous forme liquide, et en ce que 
Fextrait sec de cette composition repond a la formulation suivante : 



- GSH 20 a 300 g/1 

- NAC 20 a 300 g/1 
10 - Se 2 a 50 mg/1 

-Zn 0,1 a 1,5 g/1 

- vitE 0 a 10 g/1 
-vitC 0 a 10 g/1 

- conservateurs (e.g. bisulfite) 0 a 10 g/1. 



15 11 - Medicament selon Tune quelconque des revendications 8 a 10, pour 

le traitement des maladies suivantes : 

- choc septique, 

- syndrome de detresse respiratoire aigiie (SDRA) 

- polytraumatisme, 

20 - ischemie/reperfiision, 

- pancreatite aigue, 

- brulures etendues, 

- maladies inflammatoires digestives 

- maladies auto-immunes 

25 12 - Medicament selon 1'une quelconque des revendications 8 a 11, 

caracterise en ce qu'il est destine au traitement d'un syndrome infectieux et en ce qu'il 
se presente sous forme solide ou sous forme d'un liquide (de preference solution) 
susceptible d'etre administree per os et/ou par injection lorsque l'etat infectieux du 
patient est caracterise comme grave (sepsis severe). 

30 13 - Utilisation de la composition selon Tune quelconque des 

revendications 1 a 7, pour la preparation d'un medicament utilisable pour le traitement 
de pathologies oxydatives et en particulier des maladies suivantes : 

- choc septique, 

- syndrome de detresse respiratoire aigue (SDRA) 
35 - polytraumatisme, 

- ischemie/reperfusion, 
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maladies auto-immunes, 
brulures etendues 
maladies inflammatoires digestives, 
pancreatite aigue. 
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